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研究成果の概要：病原体などの異物は、通常私たちの体に侵入してもマクロファージなどの免

疫細胞によって処理される。この場合の処理とは、細胞の中に特異的に取り込まれ分解される

ことを意味する。取り込みは「ファゴサイトーシス」と呼ばれ、またこの際に生じる分解され

る場所を「ファゴソーム」と呼ぶ。本研究により、ファゴサイトーシスの分子機構およびファ

ゴソーム内での分解に必要な環境を調節する機構の一部が明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 生体において樹状細胞やマクロファージ
などの食細胞は、外来の病原体や死細胞など
をファゴサイトーシスし分解除去する。さら
に分解によって生じた異物由来のペプチド
断片を主要組織適合抗原複合体（MHC）クラ
ス II あるいはクラス I に結合させ細胞膜へ
輸送し、T細胞へ抗原提示する機能も有する。 
 ファゴサイトーシスは 0.5μm 以上の比較
的大きな分子の取り込みであり、細胞にとっ
ては自身の細胞膜だけでは不可能な反応で、
内部のオルガネラから膜成分が供給される
と考えられる。提唱されているモデルとして
は、①エンドソーム・リソソームからの膜成
分の供給と②小胞体（ER）からの供給がある。

前者については、細胞膜との融合の詳細な分
子機構は不明だが、モデルとしてはコンセン
サスを得ている。一方後者は、電子顕微鏡解
析やファゴソームのプロテオミクス解析、さ
ら に 私 た ち の SNARE [soluble NSF 
(N-ethylmaleimide sensitive factor) 
attachment protein receptor]タンパク質
（膜融合装置）の機能的解析により明らかに
なりつつあるが、「ファゴサイトーシスへの
ER の関与は観察できない」という ER 関与に
否定的な報告もあり、現在も論争中の課題で
ある。 
 ER 関与の生理的意義は、ファゴサイトーシ
スにおける膜成分の供給ばかりでなく、外来
抗原を MHC クラス Iで抗原提示するクロスプ
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レゼンテーションの効率化にも関与する。つ
まり、形成されたファゴソーム上に存在する
ER 由来の種々の分子装置（MHC クラス I分子
群、Sec61 や TAP など）により抗原のプロセ
ンシングをサポートし、実際に MHC クラス I
に結合させ細胞膜への輸送を可能にしてい
る。 
 ファゴサイトーシスに関与する SNAREタン
パク質として、エンドソーム局在の VAMP3、
リ ソ ソ ー ム 局 在 の VAMP7 、 ER 局 在 の
syntaxin18 (以下syx18)がこれまでに明らか
になっている。しかし、融合に必要な細胞膜
に存在する相手となる SNARE分子やそれぞれ
の分子の制御機構は不明である。また、ファ
ゴソームからMHCクラスIIあるいはクラスI
複合体のファゴソームから細胞膜への輸送
に機能する SNAREタンパク質やその分子機構
については全くわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 研究背景に記したファゴサイトーシスと
抗原提示反応における課題について、
SNARE タンパク質に焦点を当てそれらの膜
融合機構を解明することを目的とする。具体
的には以下の４つの点について明らかにす
る。 （１） syx18 の調節機構を解析し、論
争になっているファゴサイトーシスにおけ
る ER の関与を決定付ける。特に ER 局在
SNARE タンパク質の一つ Sec22b のファゴ
サイトーシスにおける機能を明らかにし、さ
らに syx18との相互作用やリン酸化等のシグ
ナル調節についても解析する。 （２） エ
ンドソームやリソソームに局在する VAMP3
や VAMP7 のマクロファージでの過剰発現株
を作製し、ファゴサイトーシスへの影響を明
らかにする。 （３） SNARE タンパク質の
過剰発現細胞を利用し、syx18 の細胞膜にお
ける融合のパートナー分子を同定する。また、
エンドソーム・リソソーム系と ER 系の
SNARE タンパク質が、ファゴサイトーシス
においてパラレルにあるいはステップワイ
ズに機能するのかを明らかにする。 （４） 
プロセシングされた抗原はファゴソーム内
でMHCクラス IIやクラスと複合体を形成し
て細胞膜へ運ばれる。この細胞膜への輸送に
はファゴソーム上に局在するSNAREタンパ
ク質が機能することが予想されるので、その
分子の同定と調節機構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 （１） ファゴサイトーシスにおける小胞
体（ER）局在 SNARE タンパク質の機能解
明： 
予備的実験から蛍光タンパク質（mVenus）
付加型 Sec22b を過剰発現するマクロファー

ジ様 J774 細胞では、syx18 の場合とは反対
にファゴサイトーシス（ルミノール結合ビー
ズ）が阻害されていた。この結果を元に、① 
J774/mVenus-Sec22b細胞を用いて蛍光標識
したザイモサン（酵母）の取り込み実験を行
い、ファゴソーム形成あるいはファゴソーム
の成熟過程のどちらに関与するのか明らか
にする。 ② RNA 干渉実験で内在性 Sec22b
の発現を抑制した場合、過剰発現とは逆にフ
ァゴサイトーシスが亢進されるのかを調べ
る。 ③ syx18 との関係を明らかにするため
に、ファゴサイトーシスが亢進している
J774/mVensu-syx18 細 胞 に 赤 色 蛍 光
（mCherry）タンパク質を付加した Sec22b
を発現させた場合の影響を解析する。また同
時に Sec22b の種々の変異体を作製し、ファ
ゴサイトーシス関与する領域を明らかする。 
 
 （２） エンドソーム・リソソーム局在の
SNARE タンパク質のファゴサイトーシスへ
の関与の検証とパートナー分子の探索： 
① ファゴサイトーシスへの関与が報告され
ているエンドソーム・リソソーム局在
SNARE タンパク質、VAMP3 と VAMP7 に
ついて安定発現マクロファージを作製し機
能を検証する。また、それぞれについて RNA
干渉により発現抑制をした場合のファゴサ
イトーシスへ与える影響も検証する。 ② 
①で作製したそれぞれの安定発現マクロフ
ァージからファゴソームを単離し、免疫沈降
実験により結合しうる細胞膜局在の SNARE
タンパク質の同定を試みる。うまくいった場
合は、相互作用の確認とファゴサイトーシス
への影響を検証し機能を明らかにする。 
 
 （３） ER 局在 SNARE タンパク質とエン
ドソーム・リソソーム局在 SNARE タンパク
質によるファゴサイトーシス調節機構の総
合的な解明： 
 ① ファゴソーム形成に ER 経路とエンド
ソーム・リソソーム経路がパラレルあるいは
ステップワイズのどちらで機能しているか
明らかにする。それぞれで機能する SNARE
タンパク質を組合せて発現させることによ
ってファゴサイトーシス効率に相乗的な効
果が見られるかを検証する。 ② SNARE タ
ンパク質にはリン酸化・脱リン酸化によって
その機能が制御されている場合が知られて
いる。そこで、32P による標識実験により
Sec22b のリン酸化状態を調べさらにその部
位を同定する。リン酸化部位の変異体を作製
しファゴサイトーシスへの影響、syx18 や
VAMP3, VAMP7 との相互作用を明らかにす
る。 
 
 （４） 抗原提示に機能するファゴソーム
の細胞膜への輸送とSNAREタンパク質の関



 

 

係解明： 
① ファゴソーム内で起こるクロスプレゼ

ンテーション反応に注目し、オボアルブミン
（OVA: アレルゲンの一種）ペプチドフラグ
メントの MHC クラス I への結合を指標に抗
原提示に機能するファゴソームの解析を試
みる。OVA を結合させたビーズを J774 細胞
あるいはマウス骨髄細胞から薬剤（顆粒球・
マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)
など）誘導で生じる樹状細胞にファゴサイト
ーシスさせ、経時的に反応を止めファゴソー
ムを回収し OVA-ペプチドと MHC クラス I
との複合体形成を生化学的に調べ最大にな
る時間を決定する。その時間に免疫染色法
（MHC クラス I に対する抗体など）や蛍光
タンパク質付加の MHC クラス I 分子の発現
により検出される（抗原提示に機能すると考
えられる）ファゴソームあるいは小胞を同定
する。ファゴソームに局在する SNARE タン
パク質は複数知られているので、それらの抗
体あるいは発現系を用いて MHC クラス I 複
合体が最大となる時点で局在するものを同
定する。ここで残っている SNARE タンパク
質が、細胞表面に抗原提示する際に機能する
候補と考えられる。 ② MHC クラス I 抗原
提示の場合は、ファゴソームのまま細胞膜と
融合するのかファゴソームからできた小胞
が融合するのかは全くわかっていない。そこ
で安定発現系を用いて、MHC クラス I 複合
体と同定されたSNAREタンパク質の挙動を
詳細に観察することにより細胞膜への輸送
経路の存在を検証する。さらに、クロスプレ
ゼンテーション反応の解析系を確立し、抗原
提示反応におけるSNAREタンパク質の機能
を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 

（１）ファゴサイトーシスにおける小胞体
（ER）局在 SNARE タンパク質の機能解明： 
Sec22b 過 剰 発 現 マ ク ロ フ ァ ー ジ
(J774/mV-Sec22b)では、ルミノール結合ビー
ズとオプソニン化 FITC 標識ザイモサンの取
り込みが阻害されていた（図１）。また、RNA
干渉により内在性の Sec22b 発現を抑制する
とファゴサイトーシスは亢進した（図２）。 

 
また免疫沈降実験から Sec22b は syx18 の機
能を抑制的に制御している可能性が考えら
れた。これらの結果は、論争になっているフ
ァゴサイトーシスへの ER 関与を強く支持す
るとともに、Sec22b がファゴサイトーシス
を抑制的に制御していることを証明するも
のである。 
 
 
（２）ファゴソーム形成における ER とエン
ドソームの関係について： 

 Sec22b の変異体の中でファゴサイトーシ
スの阻害効果が大きいことが確認された
J774/mV-Sec22b-R-SNARE 細胞では、その阻害



 

 

が ER 経路のみなのかエンドソーム・リソソ
ーム経路へも影響しているのかを精製ファ
ゴソームについて調べた。その結果、後者の
マーカータンパク質(VAMP3 や VAMP7 など)の
局在に大きな変化は見られなかった（図３）。 
つまり、ファゴソーム形成では ER 経路が上
位で機能している可能性が考えられた。実際
にはエンドソーム・リソソーム経路での機能
が予想される VAMP3 や VAMP7 の安定発現株や
Sec22bあるいはsyx18との組み合わせで発現
させたマクロファージでの解析が重要だが、
研究期間内ではこれらの細胞株は作製でき
なかった。 
 
（３）ファゴサイトーシスに関与する細胞膜
局在の SNARE タンパク質の解析： 
ファゴサイトーシスにおいて ER 経路やエン
ドソーム・リソソーム経路からの膜成分が使
われるには細胞膜でその反応を担う SNARE分
子が存在するはずである。いくつかの安定発
現株を作製したところ、SNAP-23 の発現細胞
（J774/mV-S23）はルミノール結合ビーズの
取り込みが亢進することを見出した（図４）。 

 ①SNAP-23 のファゴサイトーシスにおける
機能解析：上記細胞株について FITC-ザイモ
サンを用いて直接の取り込みを調べたとこ
ろコントロール細胞と大きな違いは見られ
なかった。しかし、RNA 干渉実験で SNAP-23
の発現を抑制すると FITC-ザイモサンの取り
込みは 60%程度まで阻害された（図５）。これ
らの結果から、SNAP-23 はファゴサイトーシ
スに必須だが反応の律速因子ではないこと
が明らかになった。おそらく定常状態では
SNAP-23 はファゴサイトーシス反応に十分量
が存在することが予想される。 
 ②SNAP-23 のファゴソーム成熟過程におけ
る機能解析：（②－１）J774/mV-S23 細胞では
上述のように FITC-ザイモサンの取り込みに
は影響がなくルミノール結合ビーズの取り
込みは亢進している。後者の場合、ファゴソ
ーム内部の活性酸素（ROS）との反応を検出
していることから、SNAP-23 はファゴソーム
内の ROS 産生を亢進していると考えられた。

ROS はファゴソーム上に NADPH オキシダーゼ
複合体が形成されて初めて産生される。恐ら
く複合体を形成する複数の細胞質因子が小
胞輸送によってファゴソームに運ばれる経
路が存在し、その過程で SNAP-23 が膜融合に
機能している可能性が考えられる。 
ファゴソーム内部の環境制御は、抗原提示

反応の特異性や効率に大きな影響を与える
ことから、さらに SNAP-23 の機能解析を行っ
た。 
 （②－２）ファゴサイトーシスによって取
り込まれた異物は、ファゴソームが成熟する
にしたがって産生された ROSにより殺菌され、
獲得した酸性加水分解酵素により分解され
る。これら酵素が機能するために、ファゴソ
ーム内部の pH は成熟とともに酸性化する。
そこで、pH の低下にともない赤色蛍光を発す
る指示薬（pHrodo）を結合させた細菌を用い、
J774/mV-S23細胞でのファゴソーム内部の pH
変化を観察した。コントロール（mV）に比べ



 

 

蛍光強度が高くなったことから、内部の酸性
化が亢進していることがわかった（図６）。
つまり、酸性化に機能するプロトンポンプの
ファゴソームへの輸送が mV-S23 によって促
進していると考えられた。 
 以上の結果から細胞膜に局在する SNAP-23
は、ファゴサイトーシスに必須の因子である
ばかりでなく、ファゴソーム上ではその成熟
過程において内部の種々のオルガネラとの
コミュニケーション（膜融合反応）に重要な
役割を果たすことが明らかになってきた。 
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